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はじめに
リンパ球のひとつで あるナチ ュラルキラ… 〈NK)細胞 は生体内においてウイルス感染細胞やがん変
is}
異細胞 の傷害 を行う免疫監視機能の第一線を担 って いる。また,そ の活性 は心理的,社 会的そ して身
㈱ など,さまざまなス トレスに対応 して変化することが知られていざll運動もNK細胞に影響を与
えるス トレッサーである。NK細胞活性 は運動中に増加 し,運動終了と同時に低下する。この変化は運
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れ てい る。NK細 胞 の末 梢1血1への 動 員 には カテ コー ルー ア ミ ンの 影響 が 考え られ て お り,Schedlowski.et
、ll7}まア ドレナ リンの 、。飴,、。nによって末梢血物NK細 鱗 力・6倍にまで勒1し た ことを報告してLa
る。一方,血 漿中のカテコールアミン濃度は運動強度に依存 して指数関数的に増加 することが知られ
Z))ll}
ている。この濃度変化は血 中乳酸値の変化 と ・致 しているという報告があ り,運動強度が増加 する場
合,無 酸素性作業閾値(AT)前後の ところで急激に増加するパ ター ンをとる。したがって,NK細 胞




業閾値よ りも強 く,乳酸値が急激 に立ち上が らない強度,乳 酸値が36m9/dl(9mmol/1;以.1=になるよ う
な強度の4段 階を設定 し,無酸素性努力の関わる程度がNK細 胞の数,傷 害活性,お よびNK細 胞1:の
接着分子の発現状態に与える影響を検討した。
196
研 究 方 法
L 被験者と実験デザイン
被験者は健康な罪喫煙男子2名とした。被検者には実験内容と実験にともなう危険性を説明したう
えで参加の意思を確認 し,同意書に著名を求めた。実験 にさきがけ, 自転車エル ゴメ一夕ー (モナー
ク社製) を用いた漸増負荷運動によ り,最大酸素摂取量 (や02max)を測 定 した 。回転数は80rPm,負









(VE)1VO2が増加 し始める点で,VE八/CO2が増加していな い状態であることを視覚的に確認 して,こ
. ●.




乳酸蓄積開始点 (OBLA)に相当する強度と仮定 して4つ の運動強度を設定 した。 これら換気指標は
ミナ ト医科 学 社製RM-280によ り,心拍数を三栄測器社 製力ルデ ィオスーパー2E31Aにより測定 した。
被験者の身体的特性を表 1に示す 。
Age Height Weigh Fat Ψ02max VT一Ψ02 OBLA・Ψ02
Subieα
b+5 (cm} 依9} (%} {mL.min)〔mL歌9'min} {mレmin} く%》02ma民}(mμmln} {%VO2ma刈
A 20 171.4 64.1 17.7 3570 557 1500 420 2500 70.0







員0%VT り絶 食させ た。実験当日は午前7
80%VT 時に娩定食 (カロ リー メイ ト,
50%VT 50%VT Exercise 400kcaL大塚製薬)と水 を摂取さ
w'up せ た 。 実験は午前9時より開始


















保 った後, 50%VTで5分 間の
ウォー ミングア ップを行い, 引




は自転車エル ゴメ一夕ーを用い,回転数は80rpmに固定 し,4段階の強度による負荷漸増法で行 った。
各ス テー ジの運動 時間 は5分 と し,運動強 度は50%VT(第1ステー ジ)>SC%VT(第2ステー ジ),110%VT
(第3ステー ジ),140%VT(=110%OBLA,第1,ステー ジ)の4段 階 と した。運動 中は継続 して呼気 を採
取 ・測定 し,こ の換気指標よ り強度を調節 した。
全 ての実験 は気温20-25℃,湿度50-60%のなか で行 った。
2.血 液分 析
採血は安静時,ウ ォーミングア ップ後,各 ステー ジの終 了直前(4～5分)の 計6回 とし,坐位にて
前腕静脈カテーテルより行な った。
ヘモグロビン 〔Hb),ヘマ トク リッ ト(Hct),総白血球 数,リ ンパ球数,単 球数 好中球数 好酸球
数,好 塩基 球数 はEDTA-2K真空採 血管 を用 いて採 血 し,且打1球自動分 析器(NE8000,Sysmex)で測定 し
た。
末梢 血単 核球(PBMC)はヘパ リン処理 した 血液 をPBS(phosphatebufferedsolution,除Ca2{,Mg2暑,
GIBCO)で1:1に希 釈 し,セ パ レー トL(MUTOPURECHEMICALS>上に重層 し,密 度 勾配 を利 用
した 遠心 分離(400G,30分間,LowBrace,室温)に よ り採 取 した 。PBMCは10%FCS,ペ ニ シ リン
(1001U/ml)及び ス ト レ プ ト マ イ シ ン(100μg/ml)添加 のRPMI-1640(G}mp】e1(三Medium,GIBCO)中に4℃
で測定まで保存 した。
NK細 胞 比率 と接 着分子 発現 強度 はPBMC(lXlO6)を恥orescelMsmhiocyana覧e(FITC),phycoery婁h一
rin(PE),peridinin-chlorophyll(PerCP)の3カラ ー の モ ノ ク ロ ー ル 抗 体 に よ り染 色 し,フ ロ ー サ イ ト メ ー
ター(FACScan,BECTONDICKINSON>を用 いて リンパ球 ゲ ー ト内の蛍光 度 を測定 し,決 定 した 。NK
細 胞 はCD(clusterofdifferentiation)分類 に よ るCD3-CD16℃D56畳 と し,リ ン パ 球 中 の 比 率 を 測 定 し,
これ とリンパ球数を棄した殖をNK細 胞数 とした。接着分子の発現強度はCD39-PerCP,CD56+一PEで
ゲ ー ト し た 細 胞 群 のlymphocytefunctionassociatedantigen-1(LFA-1α,CDlla),LFA-1β(CDi8),place
1e重endothelialcelladhesionmolecule-1〔PECAM4,CD31),homingcelladhesionmolecule(H-CAM,CD44),
verylateantigen-4(VI.A-4,CD49d),leukocyteendothelialcelladhesionmoteculE-i([.SCAM-LCD62L)の
FITC蛍光 度 を対 数表示 し,そ の 平均値 とした。た だ し,LECAM-1につ いて はF葦TCポジテ ィブゲー ト
内の蛍光強度の平均を求めた。フローサイ トメ トリーのデータはBECTONDICKINSON社製ソフ トウ
エアCELLQuest3」によ り処理 した。
NK細胞活性(NKCA)はPBMCをエフェクターとしてユ 一ー口ピウムでラベルした慢性骨髄性白血病
腫瘍細胞(K562)の ターゲ ッ トを傷 害す る 程度 をアー カ ス蛍光 光 度 計(1231Delphiafiuorα1〕eter,
;Ph、,ma,、、)で縦 し£?文 燃 殖 期のK562(5×106個)の織 膜}・ユー ・ピウムをキ レー ト結合 さ
1
せ,細 胞数 を1×105/mlに調製 し,こ れ をターゲ ッ ト細胞 と して使 用 した。.エフェク ター細 胞 は2×
10Glmlに濃度調 整 したPBMCを 用 い,夕 一一デ ッ ト細 胞浮 遊液100μ】に対 して細胞 数で エ フェク ター:
タ ー ゲ ッ ト(E:T)比 が20:1,10:1,5:1に な る よ う にcompleteMediurrで希 釈 分 注 し た ・Spontaneous




1を 採 取 し て,96wchs平 底 プ レ ー ト に 分 注 し た 。 こ れ にEnhancementso童ution(Pharmacia)mOμ1を加
え,ユーロピウムの遊離度をアーカス蛍光光度計で測定 した。以下の式で表された%細 胞傷害性をNK
細胞活性とした。測定は三重検定で行なった。
%細胞傷害性=(実 験解離値 一自然解離値)/(最 大解離値 一白熱解離値)×100
実験解離値:各we桝 ζおけるEuの遊離
最 大解 離値:maximumreleaseによるHuの 遊 離
自 然 解 離 値:spontaneousreleaseによ るEuの 遊 離
細胞障害性の2つ目のインデ ックス として単一NK細胞当た りの細胞傷害活性(LyticUnits/NKcell)
を計算 によって求めた。今回は104個のタ一一デ ッ ト細胞の20%を傷害するE:T比を片対数グラフより
判断 し,そのときの末梢血単核球106個当たりの傷害できるターゲ ッ トの数を推定 し,さらにそれ を末
梢血単核球IOs個当たりに含まれるNK細 胞数で除することによって算 出した。算鐵式を以下に示す。
LylicUni琶s(20%)!NKxIC'5=LyticUnitsノ【%NKce}lsx(lx106PBMC-Mollocyles)1
血漿 ア ドレナ リン,ノ ル ア ドレナ リン濃度 はEDTA-2Na処理 した血 漿 を用 いてHPLC法 によ り,β 一工
ンドルフィンとコルチゾール濃度はEDTA-2Na処理 した血漿を用 いてRIA法で,プ ロスタグランディ





データ はア ップル社 製PowerMacintosh760G/300パー ソナル コ ン ピュー タを用 いて解 析 した。回 帰分
析 はSlaMew5.OJ(AbacusConceptslnc.)を用 い て 行 い,pく0.05で有 意 と し た 。
結 果
・ ●5
運 動強度 。実験 中のVO2,VCO2,VEIVO2,ウE!ウCO2,Rを図2に,%守02max,%VT,HR,血中 乳酸 値
(LA)を図3に示 した。運動中の強度の調節は図2に示す換気指標の変化を祖堂的 に判断して行った。LA
は第2ス テー ジ(80%v『)まで 増加せ ず,第3ス テー ジ(llO%VT)で被検 者Aが19 .4mg/d,被検 者
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%VO2max,%VT,HR,血中乳 酸 値 の変 化
被検者Aを●,被 検者Bを□で示 した。
加する傾向を示 した。NK細胞比率は第2ス テージ(80%VT)以降の増加が顕著であり,これに対応し
て細胞数も顕著な増加を示している。NK細胞活性は個人差が見 られ,被検者Aで は第1ス テージ
(50%VT)か ら第2ス テージ(80%VT)にかけて,被 検者Bで は第3ス テージ(nO%VT)か ら第4ス
テージ (140%VT)かけて増加が見 られなかった。細胞 当たpの 活性(LyticUnits)は変わ らない と考
えていいだろうが,被 検者Aで は運動中低下す る可能性 も示された。
o
%VO2maxおよび%VTとNK細 胞数 との関係(図7}。%VO2maxとNK細胞数の関係ではNK細 胞数
の立ち上が るところに個人差が見 られたが,%VTとの関係で見 ると一・致す ることを示 した。そのポイ
ン トはほぼ100%VTに近いところで あることが示 された。
ホルモン(図8)。ア ドレナ リン濃度は運動強度の増加 に伴い上昇 し,と くに第3,4ステー ジ(110,
140%VT>で顕著な増加を示した。 ノルア ドレナリンは第2ス テー ジ(80%vr)まではほとん ど変化
しな か った が,第3,Lス テー ジ(110,140%VT)で顕 著 に増 加 した 。 β一エ ン ドル フィ ン も強 度が 高
いステー ジでのみ増加する傾向を示 した。PGE2は強度が低いとこ一ろでは低下す る傾向があるが,強度
が高 くな ると個人差が大きくな り,被検者Aで は低下を継続,被検 者Bで は増加 を示 した。コルチゾー
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被 検者Aを ●,被 検 者Bを[]で 示 した。Leukocyte;総白血 球Lymphocyte;リンパ球
Monocyte;単球,Neutrophil;好中 球,Eosmophil;好 酸 球,Basophil;好塩 基 球。
NK細 胞 上の接 着分 子の発 現(図9)。LFA-1α,H-CAM,LECAM-1は運 動 中に低 下す る傾向 を示 し,
その低下は運 動強度が高いほど顕著になった。LFA-1β,PECAM-1,VLA-4は実験中を通 して変化がな
かった。また,運動 によって動員されるNK細胞はLECAM-1をほとん ど発現 していなか った(図10)。
血中乳酸値{LA)とア ドレナ リン,ノルア ドレナ リン濃度 との関係(図11)。ア ドレナ リン,ノルア ド
レナリン濃度はともに血中乳酸値と高い正の相関関係を示した 〈唯一被検者Bの ア ドレナリン濃度と
202
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RestPre-Ex12 3 4 RestPre-Ex12 3. 4
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図6 NK細胞機能の変化
被検者Aを●,被 検者Bを 口 で示 した。Cybtoxicity;NK細胞活性(腫 瘍細胞1個に対 する
リンパ球20個の場 合の傷害活性 》,Ly重icUni量s;一NK細胞 当 た りの活 性 、NKCell(%);リ
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図8 ホルモンレベルの変化 2
0 ξ: 峯 疏'毒 御 影
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ア ドレナ リン,ノルア ドレナリン濃度とリンパ球濃度 との関係(図12)。NK細胞濃度はア ドレナ リ
ン, ノルア ドレナ リン濃度に対 して有意な高い正の相関を示した。ヘルパーT細 胞濃度とは有意な関




ア ドレナ リン,ノ ルア ドレナ リン濃度と接着分 子の発現強度 との関係(図19)。LFA一重α ,H-CAM,
LECAM-1との関係にお いて負の相関が示される場合があった。LFA4αの発現では被検者Bに おいて
ア ドレナ リン,ノルア ドレナリンともに有意な高い負の相関が見 られた。H-CAMにおいて も被検者B
でア ドレナ リン,ノルア ドレナ リンともに有意な高い負の相関関係が見 られ,これは被検者A,B合わ
せたデータで も有意であった。LECAM-1ではノル ア ドレナ リンとの関係において被検者Aで 有意な高
い負の相関が見られ,こ れは全体でも有意となった。
LECAM-1の発 現 とNK細 胞活 性 との 関係(図15)。 被 検 者Bに お いてLECAM.1非発現, 発現とも
に有意 な高い相関が見られた。
ア ドレナ リン,ノル ア ドレナりン濃度 とLECAM4の発現細胞数 との関係(図16)。ア ドレナ リ ン,





























iO203040500 10acac 40 50
lactate(mg廻り Laclate(mg/d)
図1' 血中乳酸値とカテコールアミン濃度の関係
被検 者Aを●,被 検者Bを[]で示 した。Combinedは全てのデータを対照に して計算 した。
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図i2 カテコールア ミン濃度 とリンパ球分画 との関係
被検者Aを●,被 検者Bを日で示 した。Combinedは全 ての デ ニタ を対 照 に して計算 した。
























被検者Aを ●,被 検 者Bを □ で示 した。Combinedは全 ての データを
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被検者Aを●,被検者Bを□ で示 した。Combinedは全てのデータを対照 に して計算 した。
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被検者Aを●,被 検者Bを□で示 した。Combinedは全 てのデータを対照 にして計算 した。


































図15 LECAM-1の発現 ・非発現NK細胞数 と傷害活性 との関係
被検 者Aを ● 、被 検者Bを □ で示 した。Combinedは全 てのデ ータ を対 照 に して計算 した。






















































図i6 カテ:]一ルア ミン濃度 とLECAM一悪発現 ・非発現NK細胞数との関係
被検者Aを●,被 検者Bを□で示 した。Combhedは全てのデータを対照に して計算 した。





細胞の動員がより強 く引き起 こされるのか,またそのときにNK細胞上の接着分子に対応 した変化が
生じるのかを検討する目的で漸増負荷運動を行った。
運動強度の設定は第3ステージでは無酸素性作業閾値よりも高く,乳酸値が急激に立ち上が らない
強 度,第9ス テー ジでは乳酸値が36mg!d](4mmol/1;以上になるよ うな強度 を目標 に設定 したが,ほ ぼ
その目的は達成できた。ただし,換気指標の上下変動が激 しいため,強度の調節には主観的運動強度
な どを加 える必要が あった。また,カ テ コールア ミンは濃度の増加パ ター ン(図8)と乳酸値の変化に




ぼ100%VTのところが ら急激 に増加す ることが分かる(図7)。また,白 血正球分画で は リンパ球の増加




にはア ドレナ リンレセプター が発現 して お り,そ の密度 はサ ブセ ッ トによ って 異なっている。 リンパ
球 のなかで はNK細 胞,キ ラーT細 胞,ヘ ルパーT細 胞 の順で ア ドレナ リン レセ プター を多 く発現 し
1の
ている。今回の結果 もそれ を支持する ものであ り,逆 に考 えれ ばカテ コール アミンの作用が きれいに
嶽 されて いる結 果 とな った(図12)。これ まで,カ テコール アミンの 、,」ec、、。,{賑びinfo,、品2熱
の結果 よ り,ア ドレナ リン,ノ ル ア ドレナ リンともに循環血 にNK細 胞 を動員す る作用が あることが
報告 されて いる。今回 もNK細 胞数 とア ドレナ リン,ノ ル ア ドレナ リンとの関係 には高 い正の相関が
見 られ る(図12)。しか し,二つのカテコールアミ ンの作用 は等 しくはな く,ア ドレナ リンの作用は ノ
1η
ル ア ドレナ リンの作用 よ りも強 いとされて いる。つま り,運 動中のNK細 胞数の変化 はア ドレナ リン
に対 してより高い相関関係があっていいはずである。確かに図12のNK細胞数との関係における被検
者Aではア ドレナ リンに対する反応がノルア ドレナリンに対する反応よ りも若干高いことが示されて
2}
い る。 しか し,被 検 者Bや デ ー タ全 体 で 見 る と,逆 に ノル ア ドレナ リ ン との関 係が 強 い。Brenner,etal.
.
は50%VO2maxの運 動においてNK細胞 の増加 は ノルア ドレナ リン濃度の変化 に対応 して いることを報





くなることが考え られる。しかし,今回の結果ではノルア ドレナリンの変化がア ドレナリンの変化よ






結果末梢血中の濃度を増加させることにな る。しかし,リ ンパ球分画における動員パター ンの違 いや
5}.13,,14,1S,
運動後の安静値 を下回 る低下が起 こることなど,血流量の作用 だけでは説明で きない現象が ある こと
か ら3血 流量の増加が三1:体的に働 いているとは考えにくい。リンパ球 の細胞膜_1..または血管内壁や
リンパ系器官な どの りザーバーサイ トの接着に関 して機能的な変化が生 じていることが考え られ る。
9)
Kurosawa,etal.は有意 で は ない もの の運 動中 にCDI6噺H胞上 のL-selectinの発 現強 度 が 低下 し,運 動
15)
後 に は逆 に増 加 して くる こと を示 した。Rehnlan,etal.も運 動 中 にカ テ コール ア ミン を介 した 反応 とし
て接着 分子であるICAM-1のsheddingが生じる ことを報告 している。今 回の結果でも,運 動 にともな
い接着 分 子 のLFA-1α,H-cans,LECAM-1の発現 強 度が 低 下す る こ とが 明 らか とな った。さ らに,接
着分子の発現強度はア ドレナ リン濃度,ま たは ノル ア ドレナ リン濃度 とに負の相関があることが 明 ら
か となった。つ ま り,カテコールアミンによって接着分子の発現強度が低下 し,血 中 に動員 された こ
とが疑われる。しかし,この結果は個人差が大きく,両被検者ともに有意となる接着分子は見られな
かった。また,接 着分子の種類 も多岐にわたるため,今 回測定 したもの以外 に重要な役割 を果た して
いる分子が存在する可能性も考え られ る。ただ し,LECAM-iの発現 とカテコールア ミンの関係(図
16)について見 ると,両被検 者においてLECAM-1非発現NK細 胞数:とカテコールアミン濃度 との関係
が発現細胞 との関係よ りも高いことが示されて いる。 つま り,運 動によって動員されるNK細 胞は
LECAM4を発現 していないものが ほとんどであ り(図10),これはカテコールア ミンがNK細 胞 上の
LECAM4のshedding引き起 こし,NK細 胞 を末梢血中に動員 した可能性を示唆 している。
NK細胞活性は細胞数の変化と単一細胞当たりの活性の変化より決定される。これまで運動における
2.亘3}
NK細胞活性 の変化 は主に細胞数の変化 によると考えられてきた。今回の結果(図6)も 基本的にはそ
れを支持するもの となった。NK細胞 数は運 動強度の増 加にともな って増加 し,100%VT以」二の強度で
よ り明 らかな増加を示 した。・一方,単 一NK細 胞当た りの活性は被検 者Aで はウォー ミングアップ後
か ら低下し,被検者Bで は大きな変化を示さなかった。NK活性 はそれ を反映 して増加のパ ターンには
被検者間で差 が見 られた。しか しなが ら,全体 としては運 動強度に伴 う増加が示され,NK細胞活性 に
は主に細胞数の変化が影響 していると考えていいだろう。
被検者Aに おいて第4ス テージでNK細 胞活性の増加が見 られなかった。 これには単…細胞当た り
の活性低下が影響 して いると考えられる。単 一細胞 当た りの活性に影響する因子 として β一エン ドル
221η6)
フィ ン,PGE2,コル チ ゾール が 挙 げ られ る。 β一エ ン ドル フ ィン は増 加 に,PGE2とコルチ ゾール はサ
イク リックAMPの 働きを介 して低下に作用する。 しか しなが ら,こ れ らのホルモ ンの動 きを見 ると
(図8)被検者Aに おける単一細胞 当た りの活性の低下 を説明す る変化は見 られない。それではなぜ低
下が生 じたのだろうか。被検者Aに おいて は運動 によって動員されるNK細 胞数は多 いものの(図6;
7)そのほとん どはLECAM-1非発現である。もし,接着分子の発現状態が標的細胞の認識 一接着 一傷害
過程に関与していることになると,運動中の発現低下は個々の細胞の活性を低下させることになる。実
際に図15に示 したLECAM4の発現 ・非発現NK細 胞数 と傷害活性の関係をみると,LECAM-1発現細
21:
運動強度とナチュラルキラー細胞活性





強度でより明らかな増加を示 した。この増加のパターンはカテコールア ミン濃度の変化 に対応 してい
る。また,カテコールアミンとi血1中乳酸値の増加のパターンは等 しく,したがって,NK細胞数は無酸
素性作業閾値と同様な閾値を持って増加す ることが明 らか となった。また,運 動強度の増加にともな
いNK細 胞.ヒの接 着 分子LFA-1α,H-CAM,LECAM-1の発現 は 低 ドし,カ テ コール ア ミン濃 度 との 関
係にも負の相関が見 られた。さらに,運 動によって増加 レたNK細 胞のほとん どはLECAM-1非発現
だった。 このことか ら,運 動中のNK細 胞の末梢血への動員はカテコ…ル アミンが接着分子の発現に
作用 して生じる可能性が示唆された。一方,NK細胞活性も基本的には細胞数の変化に対応 した増加を
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